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(Представлено академиком А. Е. Браунштейном 30 IV 1971)

При изучении локальной и общей конформационной устойчивости а- 
химотрипсина в процессе денатурации (см. (*))  мы встретились с необхо­
димостью располагать производным этого фермента, лишенным каталити­
ческих свойств, но сохранившим способность сорбировать субстраты. В по­
исках такого производного мы обратились к описанпому Накагава и Бен­
дером (2, 3) препарату, полученному метилированием а-химотрипсина ме­
тиловым эфиром п-питробензолсульфокислоты (МНБС). Из анализа модели 
химотрипсина, построенной на основе кристаллографических данных (4), 
можно было ожидать, что метилирование №-атома остатка гистидина-57 
не должно препятствовать связыванию субстратов. Действительно, мы об­
наружили, что метилирование химотрипсина МНБС, лишая его каталити­
ческих свойств, не влияет на связывающие субстрат свойства.

Кристаллический а-химотрнпсин Олайнского завода медпрепаратов, со­
держащий 0,95 мг активного фермента на 1 мг белка, метилировали в ус­
ловиях, описанных в работе (3). Модифицированный фермент выделяли 
гель-фильтрацией на сефадексе Г-25 (тонкий), используя колонку разме­
ром 60 X 3 см (на 500 мг исходного фермента), элюируя водой и собирая 
зону в 100 мл, выходящую с фронтом элюента.

Выход метил-производного химотрипсина после лиофилизации составил 
70%. Определение концентрации активных центров по транс-циннамоил- 
имидазолу показало отсутствие активности, а число оборотов по гидролизу 
этилового эфира Х-ацетил-Л-тирозина соответствовало остаточной актив­
ности 0,12%. Оказалось, что модифицированный метилированием химо­
трипсин эффективно связывает акридиновый краситель профлавин. Кон­
станта связывания, определенная спектрофотометрическим титровани­
ем (5), оказалась равной 1,38 -10-5 М (фосфатный буфер ОДА; pH 7,6), 
что несколько ниже найденной нами константы (2,4 • 10-5 М) связывания 
профлавина нативным химотрипсином.

Для определения константы связывания субстрата химотрипсина —' 
этилового эфира Х-ацетил-£-тирозина мы использовали метод вытеснения 
профлавина из его комплекса с метилированным производным фермента. 
Согласно (6), для системы равновесий фермента (Е) с красителем (D) и 
субстратом (S):

Kd Ks
E+D^iED, ЕД-S^ES

справедливо равенство

1 _ 1 [D]o
[E]o-[ED] - Ай(каж) [ED]

1
Лс!(кая:) > где

^(каЖ) == ^(1 + .

Значения Ad(HaBl), т. е. кажущуюся величину константы связывания 
профлавина при данной концентрации субстрата, можно найти, строя гра­
фики зависимости 1/([Е]0— [ED]) от [D]o/[ED] для разных кон­
центраций субстрата. Далее, откладывая величины Ad(KaHI) от концентра­
ции субстрата ([S]), можно определить величину Ks.
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Полученные нами экспериментальные данные представлены на рис. 1 
и 2. Как видно (рис. 1), семейство прямых пересекает ось абсцисс в точке 
[D]0/[ED]= 1, откуда следует, что профлавин и субстрат конкурируют 
за один и тот же связывающий центр метилированного производного хи­
мотрипсина. Найденное нами (рис. 2) значение К$ оказалось равным 
2,4-10~3Л/ (0,1 N фосфатный буфер, pH 8,0, 20°С). Значение субстратной 

Рис. 1. Определение величины КЛ(КЯ.Ж> методом вытеснения профлавина 
из его комплекса с метилпроизводным а-химотрипсина — этиловым эфи­
ром К-ацетил-А-тирозипа (АТЭЭ). [Е]о = 2.34-10 '’ — 7,01 • 10~5 мол/л; 
[D]o = 5,21-10-5 мол/л; [S]o: 7-0, 2 — 1,5-Ю-3, 3 - 2,2-10“3, 4— 3,5-10“3,

5 — 4,5-10“3 мол/л. 0,1 М фосфатный буфер, pH 8,0
Рис. 2. Определение величины A’s взаимодействия этилового эфира 
У-ацетил-А-тирозина и метилированного по гистидину-57 производного 

а-химотрипсина
константы Ks этилового эфира К-ацетил-А-тирозипа в отношении нативно­
го химотрипсина составляет (7) 14,2 • 10“3 М. Таким образом, связывающая 
способность метилированного по гистидину-57 производного химотрипсина 
даже несколько выше, чем нативного фермента. Возможно, что это обуслов­
лено увеличением гидрофобности активного центра фермента за счет ме­
тилирования.

Полученные нами данные свидетельствуют о независимости сорбцион­
ных и каталитических свойств химотрипсина. Разрушение системы пере­
носа заряда (8) не сказывается па способности фермента связывать суб­
страт. Отсутствие каталитических свойств при полном сохранении связы­
вающей способности метилированного а-химотрипсина открывает возмож­
ность изучения механизма сорбции субстратов этим ферментом, не ослож­
ненного последующей стадией превращения субстрата *.

* Примечание при корректуре. Когда эта статья находилась в печати, появи­
лись аналогичные данные Гендерсона (9).
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